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来 源 于 红 球 戎 胆固醇 氧化 酶 Ch06 的 异 源 表 
达 、 纯 化 及 催化 反应 结构 分 析 
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摘要 : ”胆固醇 气 化 酶 是 胆固醇 代谢 过 程 中 的 关键 酶 ， 临 床上 用 胆固醇 氧化 酶 作为 检测 血清 


胆固醇 含量 的 应 用 潜力 巨大 。 将 来 源 于 红 球 菌 Rhodococcus ruber 的 胆固醇 氧化 酶 ChOG， 


分 别 转化 到 大 肠 杆 菌 宿主 BL21(DE3) 和 Rosetta(DE3) 中 ， 在 不 同 条 件 下 进行 诱导 表达 ， 结 


i 


表明 : BL21(DE3) 菌 株 在 诱导 温度 为 16 C., IPTG 浓度 为 0.1 mmol/L 时 ，ChOG THR: 


量 最 高 (0.49 mg/mL). ChOG 的 最 适 反应 温度 为 30"C， 最 适 反应 pH 为 7.5。 最 适 反 应 条 件 


下 ， 酶 活性 达到 8.0 U/mg。 利 用 TLC、HPLC 对 ChOG 催化 产物 胆 符 -4- 烯 -3- 酮 进行 了 鉴定 
分 析 。 三 维 结构 及 定点 突变 分 析 表 明 Glu406 及 Arg408、Glu261 在 进行 胆固醇 C3 HAH 


乞 、 质 子 传递 ， 以 及 底 物 异 构 化 发 挥 重 要 作用 。 
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Abstract: Cholesterol oxidase is a key enzyme during cholesterol metabolism. It could be 


potential used to detect the cholesterol level in serum in clinical trials. The cholesterol oxidase 
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from Rhodococcus ruber (ChOG) was transformed into BL21(DE3) and Rosetta(DE3) for protein 
expression, and was induced at different conditions. The results showed that ChOG was 
overexpressed at 16 °C and 0.1 mmol/L IPTG. The activity reached 8.033 U/mg after purification 
with Ni-NTA superflow. The product cholest-5-en-3-one was characterized by TLC and HPLC, 
respectively. The structural analysis showed that Glu406, together with Arg408 and Glu261 played 
an important role during the dehydrogenation of cholesterol C3-OH, proton transfer, and 
isomerization. 
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胆固醇 ， 主 要 分 布 在 人 脑 和 神经 组 织 中 ， 它 是 生成 胆 酸 及 类 固 醇 激素 的 前 
体 物质 ， 也 是 细胞 膜 的 组 成 成 分 。 人 血 奖 中 胆固醇 水 平 过 高 会 引起 多 种 疾病 和 并 
发 症 ， 危 害 人 类 健康 中。 而 胆固醇 氧化 酶 是 胆固醇 降解 的 第 一 步 反 应 ， 且 产物 胆 
省 -4- 烯 -3- 酮 是 一 些 固 醇 类 激素 药物 的 前 体 ， 具 有 治疗 心血 管 疾病 和 抗 肥胖 等 功 
效 外 。 胆 固 醇 氧化 酶 能 将 胆固醇 氧化 生成 胆 贷 -4- 烯 -3- 酮 同时 生成 H202， 也 可 以 
作用 于 含有 3B- 羟 基 的 举 体 类 化 合 物 四。 胆固醇 氧化 酶 主要 应 用 于 临床 检测 血清 
中 胆固醇 的 浓度 和 内， 去 除 食品 中 胆固醇 加， 以 及 作为 一 种 防治 鳞 翅 目 害虫 的 生物 
农药 [9。 

胆固醇 氧化 酶 来 源 很 广泛 ， 是 一 类 依赖 于 黄 素 腺 味 叭 二 核 音 酸 (FAD) 的 氧 
化 酶 ， 其 FAD 结合 的 方式 分 为 结合 和 非 共 价 结合 两 种 方式 中 。 研 究 者 已 经 获得 
了 非 共 价 结合 酶 ChOA 的 晶体 结构 8H， 该 酶 分 为 FAD 结合 域 和 底 物 结合 域 ， 由 
于 蛋白 链 总 在 含有 辅 基 和 底 物 结合 区 域 来 回 蚁 星 折 县 , 所 以 在 拓扑 结构 上 其 仍然 
ERTAREA. KMF Streptomyces 胆固醇 氧化 酶 的 活性 位 点 是 由 His447、 
Glu361 和 Asn485 组 成 的 氢 键 网 组 成 。 其 空间 结构 包括 了 2 个 结构 域 : 与 FAD 
结合 的 介 于 o 螺 旋 之 间 中 心 的 B 折 县 ， 与 省 体 环 结合 的 巨大 B 片 层 00。Asn485 的 构 
象 使 得 ND2 原子 与 FAD 的 C4 形成 很 强 的 氧 键 。 胆 固 醇 氧化 酶 (PDB ID:1I19) 
氧化 半 反 应 中 ， 氧 通道 可 能 是 从 底 物 结合 区 域 延伸 到 FAD 的 水 通道 ， 其 中 活性 
位 点 的 精 氨 酸 和 谷 氨 酸 残 基 通 过 构象 变化 , 控制 氧气 是 否 进入 此 通道 , 接收 FAD 
传递 的 氧 质子 00。Kojima 等 对 胆固醇 氧化 酶 的 氧 结合 位 点 进行 定点 突变 , VIOLA 
的 脱氧 /氧化 活性 比 为 150%， 比 野生 型 提高 了 400 倍 [21。 研 究 胆固醇 氧化 酶 的 结构 


、 活 性 、 稳 定性 、 动 力学 等 特性 ， 对 其 工业 化 应 用 具有 指导 意义 03]。 目 前 人 们 对 胆固醇 
氧化 酶 的 催化 机 制 进 行 了 一 定 程度 的 研究 ,但 对 于 Rhodococcus 来 源 的 胆固醇 氧 
化 酶 的 催化 机 制 研 究 还 未 见报 道 。 本 文 对 来 源 于 红 球 菌 Rhodococcus ruber 的 胆 
固 醇 氧化 酶 ChOG 进行 了 异 源 表达 、 分 离 纯 化 、 酶 催化 机 理 以 及 生物 信息 学 分 析 
， 为 胆固醇 氧化 酶 的 应 用 黄 定 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 试剂 

实验 使 用 常规 试剂 为 国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 司 和 上 海 生 工 生 物 工 程 股份 
有 限 公 司 生产 。 胆 固 醇 及 胆 省 -4- 烯 -3- 酮 标准 品 购 自 Sigma 公司 。 酵 母 提 取 物 及 
IEE AEJ OXOID 公司 生产 。Prime STAR Max 及 Dpn I JE TaKaRa. Ni-NTA 
Surperflow 及 Disposable Column 购 自 德国 QIAGEN 公司 ，10 KDa 超 滤 管 购 自 
Millipore。 质 粒 小 提 试 剂 盒 购 自 美国 OMEGA 公司 ，BCA 蛋白 浓度 试剂 盒 购 自 
北京 Solarbio 科技 有 限 公 司 。 
1.1.2 菌株 、 质 粒 
大 肠 杆菌 BL21(DE3)，Rosetta(DE3)， pET-28a(+) 质 粒 为 本 实验 室 保 藏 ， ChOG( 苏 州 金 唯 智 
公司 全 基因 合成 )。 
1. 2 方法 
1.2.1 Ch06G 的 诱导 表达 及 产物 鉴定 

将 重组 基因 ChOG-pET28a 质粒 (限制 性 内 切 酶 为 Nde I 和 EcoRI), 转化 入 BL21(DE3)， 
Rosetta(DE3)， 挑 单 克隆 转化 子 过 夜 培养 作为 种 子 液 ， 按 1% 的 接种 量 转 接 至 100 mL LB W 
体 培养 基 中 , 37 °C 200 r/min 振荡 培养 , 当 ODs 达到 0.6-0.8, 加 入 IPTG 使 其 终 浓度 为 0.1 
mmol/L ，25 'C 下 培养 ,同时 投入 0.1% (质量 分 数 ) 胆固醇 底 物 ， 过 夜 培养 后 取 lmL AK, 
使 用 乙酸 乙 酯 茜 取 产物 ， 进 行 TLC 法 初步 分 析 鉴 定 产物 。 将 剩余 菌 液 离心 ， 收 集 菌 体 ， 使 
用 PBS 缓冲 液 清洗 2 次 ， 加 入 适量 破碎 缓冲 液 ， 超 声 破 碎 细 胞 后 进行 离心 取 上 清和 少量 沉 


XET SDS-PAGE 分 析 目 标 和 蛋白 的 表达 。 


1.2.2 Ch0G 诱导 条 件 的 优化 


按照 上 述 方法 进行 培养 ChOG-pET28a- BL21(DE3)，ChOG-pET28a-Rosetta(DE3)， 加 入 


终 浓 度 为 0.05、0.1、0.5 mmol/L 的 PTG， 分 别 在 16 “Cy 25 C3 16h, 37 CIF 4h, 


离心 收集 菌 体 ， 超 声 破碎 后 高 速 离心 取 上 清 液 ， 进 行 SDS-PAGE， 使 用 Quantity One 采集 凝 
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REZ, 用 Image Lab 软件 做 灰 度 分 析 , DFA ATG SATE PE ARIA EARL. 使 用 BCA 


试剂 盒 测 定 上 清 液 总 蛋白 的 浓度 ， 计 算 不 同 表达 宿主 、 诱 导 条 件 下 的 ChOG 表达 量 差异 。 
1.2.3 Ch0G 蛋白 纯化 
异 源 表达 的 蛋白 ChOG 在 N 端 含 有 His 标签 ， 采 用 杀 和 层 析 法 CNi-NTA Surperflow 树 


脂 ) 初步 纯化 蛋白 。 按 上 述 最 优 诱导 条 件 培养 1L 菌 液 ， 离 心 收集 菌 体 ， 加 入 适量 破碎 缓冲 
液 ， 超 声 破碎 ，40000 g 4 离心 30 min， 取 上 清 液 与 提前 平衡 的 Ni-NTA Surperflow 结合 1 
h， 使 用 洗 杂 缓冲 液 ， 洗 脱 20 个 柱 体积 ， 洗 脱 杂 质 蛋 白 ， 用 10 个 柱 体积 洗 脱 缓冲 液 溶 出 目 
PREA ChOG。 用 10 KDa 超 滤 管 浓缩 蛋白 ， 并 使 用 PBS 缓冲 液 置换 Tris-HCl 绥 冲 液 ，BCA 
法 测定 纯化 后 蛋白 的 浓度 。 
1.2.4 ChOG 活性 分 析 及 产物 鉴定 

酶 活力 检测 方法 参考 季 文 明 等 鸣 的 方法 。 溶 液 A〈4- 氮 基 - 安 替 比 林 1 mmol/L, AM 6 
mmol/L, 辣 根 过 氧化 物 酶 7000 U/L, PBS RIWL); 溶液 B (0.8% 胆固醇 , 4.3% Triton X-100, 
HNE). 
43 mL 溶液 A 和 150 uL 溶液 B 混合 ，30 CHR 3 min 后 加 入 50 pL 适量 浓度 酶 液 ， 
准确 反应 5 min， 置 于 沸水 终止 反应 。500 nm 测定 光 吸 收 值 0D;0o， 根 据 酶 活 定 义 及 H20， 
的 标准 曲线 计算 酶 活 。 

酶 活 定 义 : 30 C, PBS 缓冲 液 pH 7.5， 每 分 钟 催化 胆固醇 生成 1 umol H202 所 需要 的 
酶 量 ， 定 义 为 一 个 酶 活力 单位 CU). 

将 反应 液 置 于 不 同 温度 下 ， 测 定 酶 活 ， 得 到 酶 最 适 反应 温度 。 配 制 不 同 pH 的 溶液 A， 
在 最 适 温度 下 ， 测 定 酶 活 ， 得 到 酶 最 适 反应 pH. 

将 上 述 酶 反应 液 加 入 适量 乙酸 乙 酯 ， 茜 取 产 物 胆 锚 -4- 烯 -3- 酮 ， 加 入 适量 色谱 甲醇 溶解 


后 使 用 0.22 um 滤 膜 过 滤 制 得 样品 。 液 相 测定 条 件 为 Agilent 1200, 色谱 柱 为 DiKMA C18 色 


谱 柱 (250 mmx4.6 mm, 5 um), 进 样 量 10 uL, 流动 相 为 甲醇 , 流速 0.6 mL/min, 柱 温 30 C, 
紫外 检测 器 ， 检 测 波长 为 240 nm. 
1.2.5 Ch0G 基因 序列 的 生物 信息 学 分 析 

应 用 DNAMAN 翻译 ， 得 到 ChOG 的 氨基 酸 序 列 ， 预 测 了 其 分 子 量 及 等 电 点 等 信息 。 


通过 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) BLAST 进行 蛋白 质 相 似 性 检索 ; 蛋白 空间 结构 采 


用 SWISS-MODEL (http:Wwww.swissmodel.expasy.org/) 预测 蛋白 结构 (模板 PDB ID: 1119, 
氨基 酸 序列 相似 度 70% )。 

1. 2.6 通过 定点 突变 的 方法 研究 关键 氨基 酸 残 基 的 作用 

根据 胆固醇 氧化 酶 基因 ChOG 和 拟 突变 的 氨基 酸 位 点 设计 引物 ( 表 1)。 以 ChOG-pET28a 
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为 模板 ， 设 计 引 物 并 使 用 Prime STAR Max 进行 PCR 扩 增 得 到 含有 目的 基因 的 载体 。PCR 
扩 增 条 件 为 : 98 C 30s; 98 C 10s, 55 C 15s, 72 C 7 min,，30 个 循环 ; 72 C 5 min。 
PCR 扩 增 产物 经 DpnI 酶 处 理 后 ， 转 化 大 肠 杆菌 JM109， 卡 那 霉 素 抗 性 平板 得 选 转化 子 ， 
经 测序 鉴定 对 应 位 点 是 否 成 功 突变 。 对 测序 成 功 的 突变 体 ,转化 到 大 上 肠 杆 菌 BL21(DE3)， 按 


照 1.2.2 诱导 表达 ， 分 离 纯 化 突变 体 蛋 白 ， 检 测 其 酶 活力 。 
表 1 ChOG 突变 体 构建 引物 


Table 1. Primer used for the construction of ChOG mutants. 


Primer name Sequence of primer 

E406A_F ACGGCCCCGTCGCGATCCGATGCTG 
E406A_R CAGCATCGGATCGCGACGGGGCCGT 
R408A_F CCCCGTCGAGATCGCATGCTGCGGACTC 
R408A_R GAGTCCGCAGCATGCGATCTCGACGGGG 
E261A_F CGGGCGTGCGGCGGCGATCTGGT 

E261A R ACCAGATCGCCGCCGCACGCCCG 
H71A_F GCGGCGCGATGCACGGGTGGACGCC 
H71A_R GGCGTCCACCCGTGCATCGCGCCGC 


The bold face letters indicate the mutation generated. 
2 结果 与 讨论 
2. 1 不 同 诱导 条 件 的 Ch06 蛋白 表达 量 差异 分 析 
根据 DNAMAN 预测 结果 显示 ，ChOG 的 分 子 量 约 为 59.19 kDa， 其 等 电 点 约 为 5.41。 
BCA 法 测定 上 清 液 总 蛋白 浓度 ， 通 过 Image lab 灰 度 分 析 SDS-PAGE 电 沪 图， 结果 发 现 ( 图 


1) 两 种 大 肠 杆菌 BL21(DE3)、Rosetta(DE3) 均 在 16 °C, IPTG 浓度 为 0.1 mmol/L 时 ， 破 碎 


上 清 中 目标 蛋白 的 浓度 最 大 ， 分 别 为 0.49 mg/mL、0.16 mg/mL。 重 组 质粒 ChOG-pET28a 在 


BL21(DE3) 表达 量 与 Rosetta(DE3) 相 比较 高 。 高 温 高 浓度 IPTG 诱导 条 件 下 表达 的 目标 蛋白 
浓度 相对 较 低 , 可 能 是 由 于 高 温 高 浓度 的 诱导 剂 会 使 目标 蛋白 肘 链 合成 速度 快 ， 导致 形成 较 
多 折 和 县 错误 的 蛋白 质 ， 其 朴 水 基 团 暴 漏 在 蛋白 结构 外 表 ， 从 而 使 蛋白 溶解 度 很 低 0519。 
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图 1 在 BL21(DE3) 和 Rosetta(DE3) 中 ChOG 表达 量 分 析 
Fig. 1 Expression and induction conditions of ChOG in BL21(DE3) and Rosetta(DE3) strains. 
A: Supernatant of ChOG expressed in BL21(DE3) B: Supernatant of ChOG expressed in Rosetta(DE3); M: marker; 
1-9: 16 °C, 0.05 mmol/L IPTG; 16 °C, 0.1 mmol/L IPTG; 16 °C, 0.5 mmol/L IPTG; 25 °C, 0.05 mmol/L IPTG; 
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25 °C, 0.1 mmol/L IPTG; 25 °C, 0.5 mmol/L IPTG; 37 °C, 0.05 mmol/L IPTG; 37 °C, 0.1 mmol/L IPTG; 37 °C, 
0.5 mmol/L IPTG. C: The concentration of soluble ChOG in different induction conditions. (1-3: 16 °C 0.05, 0.1, 
0.5 mmol/L IPTG; 4-6: 25 °C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L IPTG; 7-9: 37 °C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L IPTG). 


2.2 ChOG 纯化 及 酶 活 测定 


经 过 不 断 探 索 , 发 现 50 mmol/L 咪唑 洗 脱 缓冲 液 洗 脱 杂质 蛋白 时 ,会 将 少量 目标 蛋白 洗 
脱 ， 今 后 实验 方案 中 需要 降低 其 咪唑 浓度 洗 脱 杂 质 蛋 白 。 深 出 缓冲 液 中 味 唑 浓度 为 400 


mmol/L 时 ,将 Ni-NTA Surperflow 上 结合 的 目标 蛋白 洗 脱 下 来 。 如 图 2 所 示 ， 经 过 亲 和 层 析 


后 ,得 到 较为 纯净 的 蛋白 .SDS-PAGE 电泳 条 带 介 于 45 与 66.2 kgDa 之 间 , 与 理论 值 59.19 kDa 


相符 。 纯 化 后 的 蛋白 洗 脱 液 经 超 滤 管 进行 浓缩 ， 使 用 BCA 法 测 得 所 得 蛋白 溶液 浓度 为 0.44 


mg/mL. 


M: marker; lanes 1-9: whole ce 


图 2 纯化 ChOG SDS-PAGE 图 谱 


Fig. 2 SDS-PAGE of purified ChOG 
Il liquor before inducing; whole cell liquor induced at 0.1 mmol/L IPTG; 


supernatant; precipitant; flowthrough; washing buffer; resin before elution; elution buffer; resin after elution. 
在 ChOG 酶 活 反 应 体系 中 加 入 不 同 浓度 H202, 反应 5 min, 沸水 浴 终 止 反应 , 测 得 ODs, 


得 到 ODsoo 与 H202: 浓度 的 线性 方程 : y=0.2x  R?=0.9994 


根据 ODso 与 H20: WE WRH 


其 中 x 为 反应 液 500 nm 的 光 吸 收 ODs00，y 为 H202 的 浓度 (nmol/mL)，R? 为 相关 系数 。 


方程 及 酶 活力 定义 计算 得 到 亲 和 层 析 纯 化 后 ChOG 的 比 酶 活 。 


比 酶 活 (U/mg) =0.2.ODsoofVTm 
ODsw 为 反应 液 500 nm 的 光 吸收 值 , f 为 稀释 倍数 , V 反应 液体 积 (mL), T 反应 时 间 (min)， 


m 为 ChOgG 的 质量 (mg)。 


酶 的 催化 活性 受 温度 的 影响 较 大 。 一 方面 ,提高 温度 可 以 增加 酶 促 反 应 速度 ， 另 一 方面 ， 
随 着 温度 升 高 ， 酶 蛋白 逐渐 变性 而 失 活 。 酶 的 最 适 反应 温度 是 这 两 种 影响 的 综合 结果 。 以 1 


mmol/L 胆固醇 为 底 物 ， 不同 温度 下 测定 胆固醇 氧化 酶 ChOG 相对 酶 活 ， 结 果 如 图 3 CA) 所 
示 。ChOG 的 最 适 反 应 温度 为 30'C 。 且 随 着 温度 升 高 , 酶 活力 开始 下 降 。 在 20~45 CH ChOG 
可 以 保持 60% 以 上 的 相对 酶 活 。 在 30 “C 下 测定 了 不 同 pH 值 对 胆固醇 氧化 酶 ChOG 的 相对 


酶 活 影响 ， 结 果 如 图 3 B) 所 示 。ChOgG 的 最 适 反 应 pH X 7.5, HHE pH 6.5~8.0 之 间 可 
保持 60% 以 上 的 相对 酶 活 。pH 可 能 通过 影响 底 物 与 酶 活性 基 团 的 解 离 影响 酶 的 活力 ， 低 于 
或 高 于 最 适 pH， 酶 均 不 能 发 挥 其 最 佳 催化 能 力 。 酶 最 适 反 应 条 件 较为 温和 。 在 最 适 反 应 条 
件 下 ，ChOG 的 比 酶 活 为 8.0 Umg。 目 前 已 经 报道 的 胆固醇 氧化 酶 的 活力 为 0.5-7 U/mg"), 
因此 ClhOG 与 胆固醇 氧化 酶 家 族 相 比 , 具有 相对 较 高 的 催化 活性 。 通 过 双 倒 数 法 , 测 得 ChOG 
的 Kn 为 202.3 pmol/L. 
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图 3 温度 (A) 和 pH(B) 对 ChOG 酶 活性 的 影响 
Fig. 3 Effect of temperature (A) and pH (B) on ChOG activity 
2.3 酶 催化 产物 鉴定 


胆 当 -4- 烯 -3- 酮 在 紫外 光 〈254 nm) 下 可 以 显 色 ， 通 过 TLC 检测 发 酵 菌 液 的 样品 ， 发 现 
转化 了 ChOG-pET28a 的 大 肠 杆菌 发 酵 液 萃取 有 机 相 在 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 标 品 相应 位 置 有 显 色 ， 
而 转 有 pET28a 的 大 肠 杆 菌 发 酵 液 萃取 有 机 相 在 相应 位 置 没 有 显 色 ,可 以 初步 判断 ChOG 在 
大 肠 杆 菌 表达 且 具 有 催化 胆固醇 氧化 的 功能 。 

通过 HPLC 检测 酶 催化 产物 ， 发 现 标 品 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 在 保留 时 间 25.63min 有 吸收 峰 ， 
而 ChOG 酶 反应 在 相同 时 间 也 检测 到 吸收 峰 ， 证 明 异 源 表达 纯化 的 ChOG 具有 氧化 胆固醇 
生成 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 的 能 力 〈 图 4)。 


A B 
3500 
一 4-Cholesten-3-one 
3000 $ 
$ == Control 


2500 === ChoG 


0 5 10 15 20 25 3% 33 8V 
time/min 


图 4TLC(A) 及 HPLC(B) 产 物 分 析 
Fig. 4 Product analysis with (A) TLC and (B) HPLC. 
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ChOG-pET28a-BL21(DE3) strain was cultured and induced at 16 °C, 0.1 mmol/L IPTG. 
A. 1-4: Cholesterol; 4-Cholesten-3-one; Control (pET28a); ChOG product. 
B. HPLC analysis. 


2.4 ChOG 三 维 结构 及 催化 机 制 分 析 


不 同 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 由 于 序列 上 存在 较 大 差异 ， 因 此 和 蛋白质 结构 之 间 也 存在 差 
异 。 通 过 检索 蛋白 质数 据 库 (PDB )，ChoOgG § B. Sterolicum 来 源 胆固醇 氧化 酶 BCO 在 氨基 


酸 序 列 比 对 中 具有 较 高 的 相似 度 。 利 用 SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) 进行 同 
源 建 模 。 胆 固 醇 氧化 酶 ChOG 具有 典型 的 罗斯 曼 折 针 模式 结构 ， 该 结构 包括 两 个 相 邻 的 BaB 
单位 组 成 的 超 二 级 结构 。ChOG 的 结构 由 两 个 结构 域 组 成 ， 即 辅 因 子 FAD 结合 区 域 和 底 物 


结合 区 域 (图 5)。FAD 位 于 一 个 四 股 B- 折 对 片 层 中 B3 和 B4 围 成 的 口袋 中 。FAD 磷酸 基 团 的 


O 原子 与 蛋白 质 loop 区 的 氨基 酸 残 基 的 N 原子 形成 氨 键 。His71 侧 链 与 辅 因 子 FAD 形成 共 
价 结合 。FAD 与 ChOG 氨基 酸 通 过 共 价 相互 作用 结合 ， 成 为 共 价 结合 型 胆固醇 氧化 酶 的 基 


本 特征 0819]。Lim08 等 通过 结构 与 动力 学 研究 ， 分 析 了 号 Sterolicum 来 源 胆固醇 氧化 酶 BCO 


中 His121 的 重要 作用 。 发 现 HI21A 保持 了 与 野生 型 相似 的 催化 活性 , 但 其 氧化 还 原 电 位 降 


IET 100 mV。 结 构 研 究 发 现 突 变 体 引起 了 FAD 异 咯 嗪 环 的 极 性 空间 结构 的 改变 。ChOG 中 
His71 与 BCO 的 His121 在 空间 位 置 上 完全 相同 ， 且 H71A 对 酶 催化 活性 影响 较 小 ， 所 以 推 


测 His71 与 FAD 共 价 结合 ， 稳 定 蛋 白质 的 空间 结构 。 另 外 ，ChOG 拥有 一 个 底 物 结 合 区 域 ， 


底 物 结合 区 有 足够 大 的 空间 可 以 容纳 胆固醇 。 胆 


固 醇 结合 位 点 的 是 由 隔离 了 和 蛋白 外 界 环境 的 


KE loop 包围 形成 的 疏水 “口袋 ”组 成 ， 这 个 区 域 表 现 出 更 高 的 柔性 《图 5)。 据 相关 文献 


报道 名 胆固醇 底 物 进入 疏水 口袋 , 相关 loop 会 在 


应 能 顺利 进行 。 


空间 结构 上 
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5 A ChOG 的 模拟 三 维 结构 ; B 胆固醇 氧化 酶 序列 比 对 
Fig.5 (A). Simulated 3D structure of ChOG. FAD was colored as salmon stick. The catalytic 
residues were showed as magenta sticks; (B). Sequence alignments of cholesterol oxidases. 
These sequence include Burkholderia cepacia (B. cepa, BAB63263.1), Burkholderia thailandensis 
E264 (B. thai, ABC36409.1), Brevibacterium sterolicum (B. ster, PDB: 1119), Chromobacterium 
sp. DS-1 (C. sp., BAG70948.1), Rhodococcus erythropolis (R. eryt, ABW74861.1). 


胆固醇 氧化 酶 ChOG 的 催化 反应 需要 满足 以 下 条 件 : 首先 ， 胆 固 醇 与 辅 因子 FAD 在 底 
物 结合 域内 的 定位 ， 使 胆固醇 底 物 C3 的 质子 所 传递 到 异 咯 嗪 的 N5 位 置 ， 第 二 ， 两 个 催化 


下 


步骤 需要 侧 链 的 官能 团 : (a) 需要 亲 核 碱 在 氧化 过 程 接受 C3 的 氧 质 子 , (b) 需要 亲 核 碱 在 异 
构 化 反应 过 程 中 进行 质子 传递 。 最 后 ， 在 氧化 半 反 应 中 与 分 子 氧 反 应 生成 过 氧化 氨 。 
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图 6 : (A)ChOG 突变 体 的 纯化 SDS-PAGE 电泳 图 ，(B)ChOgG 突变 体 的 酶 活力 测定 
Fig 6 ; (A). The purification of ChOG mutants M: marker; lanes 1-4:H71A; E406A; R408A; E261A. 
(B). Activity analysis of ChOG mutants. 


胆固醇 氧化 酶 ChOG 催化 底 物 包 括 : 1) ERFA, BEA LEAD 3- 羟 基 脱 氨 ， 将 两 


上 


个 氧化 还 原 当 量 转移 到 氧化 态 的 黄 素 辅 因子 〈E-Flw) 而 成 为 还 原 态 CE-FlredH), Glu406 为 


= 


亲 核 碱 夺取 底 物 胆固醇 C3 羟基 的 质子 ，Arg408 在 Glu406 相互 作用 范围 之 内 ， 起 到 协同 脱 


所 作用 ; 2) 氧化 半 反 应 ， 即 还 原 态 的 辅 因 子 FAD 与 氧 分 子 反 应 ， 生 成 氧化 态 的 FAD 和 过 


SULA, Glu261 和 Glu406 参与 了 胆固醇 C3-OH 脱氧 及 质子 传递 过 程 ， 协 同 作用 与 氧 分 子 
进行 氧化 半 反 应 ; 3) 异 构 化 ， 即 被 氧化 的 省 环 上 的 双 键 从 A5-6 移 到 A4-5， Glu406 促使 异 
构 化 反应 进行 ， 并 生成 最 终 产物 胆 省 -4- 烯 -3- 酮 。 


Vrielink A. 等 "9 对 FAD 共 价 结合 型 胆固醇 氧化 酶 进行 了 研究 前 明俊 化 残 基 的 重要 作用 ， 


Coulombe R. 等 上 通过 对 胆固醇 氧化 酶 BCO 氧气 进入 活性 中 心 通道 的 结构 学 基础 研究 , 阐明 
Glu475 在 氧化 过 程 中 起 到 亲 核 碱 和 异 构 化 作用 。 质 子 气 从 底 物 C3 传递 到 FAD-N5， 活 性 中 
心 的 Arg477 与 底 物 胆固醇 氧化 酶 C3 羟基 形成 了 氢 键 ， 稳 定 FAD 的 喀 啶 环 结构 。 氧 化 过 程 


中 失去 的 质子 传递 到 Glu311。 通 过 ChOG 与 胆固醇 氧化 酶 家 族 和 氨基酸 序列 和 B. ster 来 源 BCO 


三 维 结构 比 对 结果 发 现 : Glu261、Glu406、Arg408 三 个 催化 残 基 在 胆固醇 氧化 酶 家 族 中 高 
度 保守 ，GhoG 突变 体 E261A、E406A、R408A 几乎 丧失 酶 催化 活性 ， 因 此 推测 其 在 胆固醇 
催化 反应 过 程 中 起 到 至 关 重 要 的 作用 。 


3 结论 

本 文 以 来 源 于 红 球 菌 的 胆固醇 氧化 酶 ChOG 为 研究 对 象 ， 实 现 了 ChOG 的 异 源 可 溶性 
表达 ， ChOG 具有 催化 胆固醇 生成 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 的 活性 。 通 过 Ni 杀 和 层 析 得 到 纯净 的 
ChOG， 并 测定 了 其 酶 学 性 质 及 动力 学 参数 。 对 ChOG 进行 三 维 建 模 ， 通 过 序列 比 对 及 定点 


o 


突变 验证 ， Glu261、Glu406、Arg408 是 ChOG 酶 催化 反应 的 保守 位 点 。 同 时 本 研究 为 胆 
固 醇 氧化 酶 ChOG 的 工业 化 应 用 提供 了 重要 的 理论 依据 。 
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